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Abstract
Traditionally, oral bacteria have been identified mainly in
laboratory cultures. However, numerous difficult−to−culti-
vate bacteria are required with these methods, and the asso-
ciated long culture time is a disadvantage. In addition, a
limited number of bacteria can be targeted using the polym-
erase chain reaction (PCR) method, and since only the an-
ticipated bacterial species is detected, the analysis is limited.
In contrast to the conventional Sanger sequence method, the
next−generation sequence (NGS) enables whole genome se-
quencing without cloning in Escherichia coli or host cells.
Therefore, analysis using NGS is a novel approach to di-
rectly elucidating bacterial species using bioinformatics,
which directly determines the genomic base sequence of the
oral flora without culturing.
In this tutorial paper, we introduce a DNA preparation
method for oral bacteria and the workflow of 16S rRNA




















あることが示されてきている（Costalonga M & Her-












性を示すことが知られている（Palys T et al., 1997）．
Small subunit rRNA（原核生物では16S rRNA，真核生
物では18S rRNA）遺伝子配列を用いた全生物の系統分
類法が提案され，細菌の系統分類には，1，542塩基長の
16S rDNA配列が用いられている（Woese CR et al. ,
1990）．現在では200万配列以上の16S rDNA配列が決定
され，GreenGene（http : / /http : / /greengenes. lbl.gov），







ができる（Scannapieco FA & Cantos A, 2016 ; Vogtmann





























Earth Microbiome Project (EMP) 2010‐現在 地球上の様々な環境サンプ
ルを集積し，約200，000サ
ンプルを解析
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データベースを用いて，早産，炎症性腸疾患および2型
糖尿病を対象とした解析を行っている（iHMP，表1，




























様の結果が得られる（Nishimoto Y et al., 2016）．
DNA抽出キットの違いにより，糞便サンプルやデン
タルプラークの細菌叢に検出差が認められた報告もある











・Dneasy PowerSoli Kit (QIAGEN)
Human Microbiome Projectに採用
・MagAttract PowerSoil DNA Kit (QIAGEN)
Earth Microbiome Projectに採用
・Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
・GNOME DNA Isolation Kit (MP Biomedicals)
・QIAamp DNA Stool mini Kit (QIAGEN)
・FastDNA SPIN Kit (MP Biomedicals）







・OMNIgene・ORAL (ORAL OM−501, DNA Genotek)
・Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
・Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
消耗品











3．Dneasy Blood & Tissue Kitのプロトコールのステップ3（Buffer ALの添加）から操作を行う．
4．抽出したDNAの濃度をQubit3．0で測定する．
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J et al., 2011）．我々は，Illuminaプロトコール（http : //
jp.support.illumina.com/content/dam/illumina−support/docu-


















・KAPA HiFi HS ReadyMix（KAPA）




・Nextera XT Index Kit v2Set A（96Indices，384Samples，illumina）
・MiSeq Reagent Kit v3（600cycles, illumina）

























プロジェクト 試料 ターゲット プライマー システム




















IHMS SOP 糞便 V4 515F／806R HiSeq2000
Illumina
Protocol
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2．Index1および2のプライマーチューブをラック（TruSeq Index Plate Fixture）に以下のように並べる．
Ａ）Index2プライマーチューブ（白キャップ）を縦方向（row A～H）に並べる．
Ｂ）Index1プライマーチューブ（オレンジキャップ）を横方向（column1～12）に並べる．
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rRNA口腔細菌叢解析でのAmpliconライブラリー調製
は，前述のF341－R805プライマーセットでAmplicon
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1．MiSeqのIllumina Experiment Manager（IEM）を起動し，Create Sample Sheetをクリックする．
2．MiSeqを選択後，Metagenomics16S rRNAを選択する．
3．Reagent Cartridge Barcodeを入力する．
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れている（Scannapieco FA & Cantos A, 2016 ; Vogtmann
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図4 16S rRNA口腔細菌叢解析例（16S Metagenomics）
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